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RESUMO

Objetivou-se avaliar as caracteristicas morfolégica e funcional do sémen bovino congelado comparando-
se a eficacia de dois diferentes diluidores. O ejaculado de quatro touros foi dividido em duas partes iguais,
uma submetida ao diluidor Tris e gema de ovo (A) e outra ao diluidor a base de lecitina de soja
(Andromed®) (B). No experimento I, cinco palhetas dos diluidores A e B de cada touro foram
descongeladas e avaliadas quanto a motilidade, vigor, concentracdo, morfologia espermaética e teste de
termor-resisténcia lento. Foram feitas, ainda, avaliacdo da integridade de membranas, por meio da
associacao das sondas iodeto de propidio, isotiocionato de fluoresceina — Pisum sativum e carbocianina
catidnica lipofilica, e avaliagdo funcional da membrana plasmética com teste hiposmdtico. A avaliagdo da
integridade da cromatina foi realizada pelo método de colora¢do com laranja de acridina. No experimento
I, o sémen com os diferentes diluidores foi utilizado na fecundacéo in vitro, sendo observadas taxas de
clivagem e desenvolvimento embrionéario in vitro. Em relacdo aos resultados obtidos, apenas a
porcentagem de espermatozoides no sémen congelado foi discretamente maior com o diluidor A,
concluindo-se que o diluidor composto por lecitina de soja pode substituir o composto por Tris e gema de
ovo, respeitando-se as variagdes individuais de cada touro utilizado no presente experimento.
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ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the protective effect of egg yolk compared with a soybean lecithin-
based extender on morphologic and functional characteristics of frozen bovine semen. The ejaculate of
four bulls was divided into two equal parts, one diluted with egg-yolk-Tris extender (A) and the other with
a soy-lecithin based extender (Andromed®) (B). In experiment I, five straws of extender A and B from
each bull were thawed and assessed regarding motility (subjective and computerized analysis), vigor,
concentration, sperm morphology and slow thermoresistance (STR), evaluation of membrane integrity
through association of propidium iodite probes (PI), fluorescein isotiocianate — Pisum sativum (FITC-
PSA) and lipophilic cationic carbocyanine (JC-1) and functional evaluation of the plasmatic membrane
through Hyposmotic Swelling Test (HOST). An evaluation of chromatin integrity was performed with the
acridine orange staining procedure. In experiment I, the frozen semen with different extenders was used
for in vitro fertilization (IVF), analyzing cleavage rates and in vitro embryo development. No statistical
difference between extenders was identified, suggesting that the soy lecithin extender may substitute egg-
yolk-Tris extender, considering the individual variations of each bull used in this experiment.
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INTRODUCAO

Com a descoberta do uso do glicerol como
crioprotetor, o armazenamento de sémen
foi revolucionado. Essa importante inovagdo
possibilitou que 0s espermatozoides pudessem
ser congelados por um periodo prolongado e
depois usados com sucesso na inseminagdo
artificial (IA) e, mais tarde, em programas de
producéo in vitro de embrides (PIV), permitindo
uma melhora na selecdo genética em bovinos
(Aires et al., 2003).

A diluicdo do sémen é imprescindivel antes de
submeté-lo a congelacdo, e os diluidores sdo
utilizados com a finalidade de proteger os
espermatozoides, oferecendo condi¢des minimas
de sobrevivéncia no trato reprodutivo da fémea
para que ocorra a fertilizagdo. A protecdo
oferecida durante as fases de desidratacdo, de
congelagdo e a estabilizagdo da bicamada lipidica
dependem das substancias que compdem o
diluidor. Além disso, diluidores que contém
produtos de origem animal e vegetal podem
trazer riscos de contaminacdo por bactérias ou
outros microrganismos, sendo uma possivel fonte
de endotoxinas capazes de afetar a capacidade de
fecundacdo dos espermatozoides (Bousseau et
al., 1998).

Do ponto de vista sanitario, para a
comercializagdo internacional do sémen bovino,
0 uso de diluidores quimicamente definidos
compostos de substancias de origem vegetal é
recomendado em relacdo aos diluidores
tradicionais, compostos por substancias de
origem animal (Januskauskas et al., 2000).

A gema de ovo é um dos principais
crioprotetores ndo penetrantes, e seu principal
beneficio é fornecer uma fracdo LDL que
previne a perda de fosfolipidios da membrana
celular, aumentando, assim, a tolerancia ao
choque térmico e ao processo de congelacao
(Amirat et al., 2004). Esse composto apresenta
como inconvenientes:  ser  passivel de
contaminagdo, prejudicando a capacidade de
fecundacdo dos espermatozoides (Pagl et al.,
2006); ser de dificil padronizacéo (Wall e Foote,
1999); conter substancias que podem inibir a
atividade mitocondrial dos espermatozoides,
diminuindo sua motilidade (Pace e Graham,
1974), e hormbnios esteroides que podem
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diminuir a capacidade de fecundacdo dos
espermatozoides (Muino et al., 2007).

Um dos primeiros diluidores disponiveis,
compostos por substdncias de produtos ndo
originados de animais, é o0 Andromed®,
apresentando como composicdo o0 extrato de
soja. Ele ja foi testado por alguns pesquisadores
(Muino et al., 2007), quando foi provada a
viabilidade do uso desses para a congelacdo
espermatica (Janett et al., 2005). No entanto,
outros autores ndo encontraram resultados
positivos em relagdo a crioprotecdo espermatica
com o uso de diluidores livres de proteina animal
(Nothling et al., 2007; Fukui et al., 2008).

Objetivou-se avaliar a protecdo e a viabilidade
oferecidas aos  espermatozoides  bovinos
utilizando-se diluidor composto por proteina
vegetal (extrato de soja), comparando-o com
diluidor a base de gema de ovo, por meio de
testes complementares e a producdo in vitro de
embrides (PIV).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro touros da raca Nelore
em idade reprodutiva, mantidos em regime
semiextensivo. Coletou-se, de cada animal,
conteddo seminal pelo método da vagina
artificial. O ejaculado de cada touro foi dividido
em duas partes iguais, adicionando-se o diluidor
A (Tris e gema de ovo) para uma parte e 0
diluidor B (Andromed® - lecitina de soja) para
outra. Ap6s acréscimo dos diluidores, o sémen
bovino foi resfriado, congelado e armazenado em
nitrogénio liquido a - 196°C, seguindo o0s
procedimentos  padrdes da  central de
inseminacéo artificial. O estudo foi dividido em
dois experimentos. No experimento | foram
realizados testes complementares para avaliacdo
espermatica, e no experimento Il foi realizada a
PIV.

Para o experimento I, cinco palhetas de 0,25mL
dos diluidores A e B de cada touro foram
descongeladas a 35°C por 30 segundos
e transferidas para tubos de hemodlise
com tampa de latex mantidos em banho-maria a
37°C. Imediatamente ap6s a descongelacéo,
foram avaliadas: motilidade progressiva e
retilinea subjetiva e computadorizada, vigor
espermatico (0-5), concentracdo espermatica
(espermatozoides/mL), morfologia espermatica,
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e foi realizado o TTL (teste de termorresisténcia
lento) (incubacdo do sémen em banho-maria a
37°C por trés horas). As avaliagdes de motilidade
subjetiva, vigor, porcentagem de acrossoma
intacto (PIA) e integridade do DNA foram
repetidas ap6s o TTL.

Para avaliagio das membranas acrossomal,
citoplasmatica e mitocondrial, foi utilizada a
associacdo de sondas fluorescentes PI (iodeto de
propidio),  FITC-PSA  (isotiocionato  de
fluoresceina - Pisum sativum e carbocianina) e
JC-1 (catidnica lipofilica). O HIPO (teste
hiposmotico) foi utilizado como avaliagio
complementar da funcionalidade da membrana
plasmatica.

A motilidade foi determinada pela estimativa
visual da porcentagem de células em movimento
e também pela reducdo do campo pelo
diafragma, com contagem de células com
movimento progressivo retilineo e de células
iméveis. O vigor foi avaliado de acordo com a
velocidade do movimento progressivo dos
espermatozoides, e classificado de 0 a 5, sendo 0
0 mais lento e 5 0 mais rapido (CBRA, 1998).
Tanto a motilidade subjetiva quanto o vigor
foram repetidos apos a realizacdo do TTL.

A avaliagdo da integridade da cromatina foi
realizada pela coloragcdo com AO (acridine
orange). Para cada esfregaco, foram contadas
200 células, as quais foram classificadas de
acordo com Tejada et al. (1984), sendo que as
células com emissdo de fluorescéncia verde
foram consideradas normais, ou seja, com
cromatina integra, enquanto as células com
emissdo de fluorescéncia vermelha, laranja ou
amarela, distribuida de forma regular ou irregular
no interior da cabeca, foram consideradas
anormais, indicando desnaturacéo total ou parcial
da cromatina. A avaliagdo da integridade da
cromatina foi repetida logo ap6s a realiza¢do do
TTL.

Para a andlise computadorizada do movimento
espermatico (CASA - HTMA-IVOS 123 -
Hamilton Research® — Beverly, M.A., U.S.A),
utilizou-se o hardware IVOS (“Integrat Visual
Optical System” — Sistema Visual de Integracdo
Optica), versdo 12.3, da empresa “Hamilton
Thorne  Biosciences”®,  constituido  pelo
“Software Animal Breeders”, que é configurado
com “setup”, sendo recomendado pelo fabricante
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para touros. Avaliaram-se: VAP (velocidade de
trajeto), VSL (velocidade linear), VCL
(velocidade curvilinear), ALH (amplitude de
batimento de cabeca), MT (motilidade total), MP
(motilidade progressiva) e RAP (porcentagem de
espermatozoides rapidos) (Sousa, 2002).

Para a avaliacdo da concentracdo espermatica,
realizou-se a contagem em camara de Neubauer
a microscopia de contraste de fase (200x), como
descrito em CBRA (1998).

Ao se avaliar a morfologia espermatica, utilizou-
se para a contagem das anormalidades
espermaticas a técnica de camara Umida,
realizada de acordo com a classificacdo
preconizada por Blom (1973), e o resultado por
amostra foi dado em porcentagem.

Para o teste de termorresisténcia lento, a
motilidade e o vigor esperméaticos foram
reavaliados. A PIA foi avaliada na mesma
amostra em que se observou a presenga do bordo
apical sob microscopia de interferéncia
diferencial de fase - DIC (1000x), diferenciando
espermatozoides com acrossoma intacto ou ndo
(Herman et al., 1996).

A integridade das membranas espermaticas foi
avaliada pela associagdo de  corantes
fluorescentes Pl (28707-5, Sigma®), FITC-PSA
(L-0770, Sigma®) e JC-1 (T3168, Molécula
Probes®), conforme o protocolo utilizado por
Arruda e Celeghini (2003). Foram contadas 200
células e classificadas de acordo com a
fluorescéncia emitida por cada sonda utilizada
(PI, FITC-PSA e JC-1), as quais resultaram em
oito categorias segundo Carreira (2008).

Para o HIPO, as células foram classificadas
quanto a presenca ou ndo de cauda dobrada ou
enrolada, e o resultado foi determinado em
porcentagem, efetuando-se o calculo pela
formula: HIPO (%) = (% de alteragGes na regido
da cauda ap0s teste HIPO) — (% de alteragdes na
regido da cauda dos espermatozoides antes do
teste HIPO).

Para o experimento Il (producdo in vitro de
embrides), uma palheta dos diluidores A e B de
cada touro foi utilizada na PIV, realizando-se
oito repeticbes por amostra, sendo utilizados 25
oocitos em cada repeticdo. Os o0dcitos com
cumulus compacto, provenientes de ovarios de
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carcacas do abatedouro, possuindo pelo menos
trés a quatro camadas de células e citoplasma de
granulagdo homogénea e aspecto esférico, foram
selecionados para a maturag&o in vitro (MIV). Os
oocitos com cumulus expandido, desnudos ou
com citoplasma muito claro e alteragBes de
formato foram descartados.

Apo6s a maturacdo dos o0citos, que ocorreu em
estufa a 38,5°C, com 5% de CO, em ar e
umidade relativa de 99% por 24h, iniciaram-se o
preparo do sémen e a fecundacdo in vitro (FIV).
A descongelacdo do sémen foi realizada a
35°C por 30 segundos. Em seguida, os
espermatozoides vivos foram separados do
diluidor por sedimentacdo, em gradiente
descontinuo. O sedimento foi diluido uma vez
em solugdo de 1mg de heparina sédica/mL em
meio Talp-sémen e incubado a 38,7°C por
15 minutos. Apds avaliagdo da motilidade
progressiva e da concentracdo espermatica, o
nimero de espermatozoides foi ajustado
para 25x10%/mL. Aproximadamente 100x10°
espermatozoides foram adicionados a cada gota
de 100uL de meio FIV designado a cada grupo
experimental.

A fecundacéo foi realizada em estufa a 38,5°C,
contendo 5% de CO, em ar atmosférico e
umidade relativa de 99% por 24 horas.

Apos o cultivo in vitro (CIV) de zigotos, as gotas
de CIV foram observadas para calculo da taxa de
clivagem (zigotos) e da taxa de embrides

(blastocistos) no dia dois e no dia sete,
respectivamente (sendo que o dia zero foi
considerado o dia da FIV). Tanto a taxa de
clivagem como a de embrifes foram calculadas a
partir do nimero de odcitos inseminados. A taxa
de eclosdo foi avaliada no dia nove e foi
calculada a partir do nimero de blastocistos
obtidos no dia sete.

As  variaveis  motilidades  subjetiva e
computadorizada,  vigor, integridade da
cromatina, do acrossoma, da membrana
plasmatica e potencial mitocondrial foram
analisadas pelo teste de Wilcoxon, e a
porcentagem de clivagem, de embrides e de
eclosdo foi submetida a andlise de variancia
(ANOVA), com médias comparadas pelo teste
de Tukey, utilizando-se programa computacional
“Statistical Analysis System” (SAS, 2004), com
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da motilidade espermatica subjetiva
(microscopia de contraste de fase), do vigor e da
integridade da cromatina (LA) foi realizada em
todas as amostras de sémen apds a
descongelacdo (zero hora) e apés a realizacdo do
TTL (trés horas) para ambos os diluidores. Na
Tab. 1 encontram-se o0s valores médios das
caracteristicas analisadas, ndo sendo verificada
diferenca significativa (P>0,05) para ambos os
grupos avaliados nos diferentes tempos (zero
hora e trés horas) e entre os tempos de avaliacdo.

Tabela 1. Valores médios (x), desvio-padréo (s) e mediana (Md) para motilidade, vigor e DNA, estudados
no sémen congelado de quatro touros com o diluidor A (Tris e gema de ovo) e o diluidor B (Andromed®

— lecitina de soja)

Diluidor A Diluidor B
Variaveis XS Md X+S Md p®
Motilidade Oh (%) 63,8+7,5 65,0 55,045,8 55,0 0,250
Vigor 0Oh (0-5) 3,3+0,6 3,3 3,4+0,5 3,3 1,000
DNA lesado 0h (%) 1,0+0,0 1,0 1,0+0,0 1,0 1,000
Motilidade 3h (%) 57,5+9,6 55,0 48,8+8,5 475 0,125
Vigor 3h (0-5) 2,9+0,3 3,0 3,0£0,4 3,0 1,000
DNA lesado 3h (%) 1,0+0,0 1,0 1,0+0,0 1,0 0,500

Teste de Wilcoxon (p>0,05).

Esses resultados corroboram outros estudos que
avaliaram a motilidade espermaética subjetiva
do sémen bovino (Amirat et al, 2004)
criopreservado com diluidores livres de proteina
animal, compostos por gema de ovo logo apds a
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descongelacdo. Cabe ressaltar que, para
a avaliagho da motilidade espermatica
do sémen bovino, a literatura apresenta dados
divergentes. Varios pesquisadores observaram
um desempenho melhor com o diluidor a base de
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lecitina de soja quando comparado ao Tris e a
gema de ovo (Dell’Aqua Janior et al., 2007).

Os resultados encontrados na literatura
correlacionando motilidade subjetiva
espermatica aos diferentes diluidores e a
fertilidade de uma amostra seminal pos-
descongelacdo sdo divergentes. Garner et al.
(1997) ponderam que, na avaliacdo visual, ocorre
uma tendéncia de subestimar a porcentagem de
espermatozoides maveis. Assim, é desejavel a
realizacdo de testes especificos da funcédo
espermatica, como avaliacdo computadorizada
do sémen, coloracdo das estruturas espermaticas
por sondas fluorescentes, HIPO e PIV
(Tartaglione e Ritta, 2004).

Apos a realizagdo do TTL, no presente estudo,
observou-se uma queda gradual da motilidade
espermatica subjetiva para ambos os diluidores,
confirmando as observacGes de Aires et al.
(2003). Sugere-se que essa queda possa
ser decorrente da perda de componentes
intracelulares ou de lesBes estruturais na cauda
dos espermatozoides.

Em relacdo aos resultados observados para vigor
espermatico apds a descongelagdo e ap6s o TTL,
eles permaneceram dentro dos niveis aceitaveis
(CBRA, 1998): escore 3 (escala de 1 a 5). Para
ambos os diluidores, houve uma reducdo do
vigor apds a realizagdo do TTL.

Os resultados do presente estudo sugerem que
0s espermatozoides bovinos criopreservados
ndo apresentavam desnaturacdo da cromatina,
independentemente do tipo de diluidor utilizado.
O processo de criopreservagdo gera aumento da
producdo de radicais livres e reducdo da
capacidade antioxidante, provocando danos,
inicialmente & membrana plasmética (Upreti et
al., 1998), podendo se estender a cromatina
(Thomson et al., 2009).

No DNA, os danos acontecem principalmente
pela acdo do radical hidroxila, que tem
preferéncia pela ligacdo a guanina. Esta ligagdo
modifica a base, podendo gerar mutacGes
(Combhaire et al., 2000).

Ao avaliar a PIA, o resultado obtido para o
diluidor A foi de 50,3% e para o diluidor B de
53,4% (p>0,05). A avaliacdo da porcentagem
de acrossomas integros consiste em teste

1122

complementar  importante, j& que 0s
espermatozoides seréo submetidos a
temperaturas mais elevadas, como, por exemplo,
a do ambiente uterino. Sem a presenca do capuz
cefalico, eles se tornardo inaptos e ndo ocorrera a
reacdo  acrossomal, fundamental para a
fertilizagdo.

Os valores médios da motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP) e espermatozoides
rapidos (RAP) obtidos com o diluidor A
(69,5%+12,9; 34,5%+10,2 e 53,3%+14,8,
respectivamente) e com o diluidor B (57,7%%7,8;
25,5%+3,1; 47,2%=+6,2, respectivamente) néo
foram estatisticamente diferentes (P>0,05). Os
valores médios de VAP (velocidade de trajeto),
VSL (velocidade linear), VCL (velocidade
curvilinear), ALH (amplitude de batimento de
cabeca) obtidos com o diluidor A (77,4um/s+9,1;
57,0um/s£7,0; 139,0um/s+14,6; 7,0um/sx0,3,
respectivamente) e para o0 diluidor B
(89,7um/s+5,7; 61,1um/s+5,5; 171,9um/s+10,8;
8,1um+0,38, respectivamente) também ndo
diferiram estatisticamente (P>0,05) entre o0s
diluidores. Em relacdo a motilidade espermatica,
0s resultados encontrados neste experimento
(ndo se observou diferenga significativa entre 0s
tratamentos) diferem dos achados de Janett et al.
(2005), que relatam o aumento da motilidade
com a utilizagdo de diluidor & base de lecitina de
soja ao ser comparado com 0 composto a base de
gema de ovo. Os valores médios apresentados
para VAP, VSL, VCL e ALH no presente estudo
corroboram os resultados obtidos por Gil et al.
(2000). Diversas pesquisas descrevem que a
porcentagem elevada de VAP, VSL, VCL e
ALH, encontrada na anélise do sémen pelo
sistema CASA, condiz com a hiperativacdo
espermatica. A hiperativacdo € considerada um
componente do processo de capacitagéo.

A analise da morfologia espermatica, classificada
em defeitos maiores e menores de acordo com
Blom (1973), foi realizada em todas as amostras
logo apds a descongelacdo. O tipo de diluidor
ndo interferiu (p>0,05) na porcentagem de
defeitos maiores, menores e totais, contrariando
Thun et al. (2002), que observaram efeito do tipo
de diluidor na morfologia espermatica e
concluiram que o composto a base de Tris e
gema de ovo apresentou uma quantidade maior
de defeitos maiores, e o diluidor a base de
lecitina de soja de defeitos menores.
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Ndo houve diferenca significativa entre a
porcentagem de acrossoma integro, a membrana
plasmatica integra e a presenca de potencial
mitocondrial quando se compararam  0S
diluidores A e B (Tab. 2). Esses resultados

corroboram estudos que avaliaram o efeito de
diluidores a base de gema de ovo e a base de
lecitina de soja na protecio a membrana
plasmatica de espermatozoides bovinos (Janett et
al., 2005).

Tabela 2. Valores médios (x), desvio-padrdao (s) e mediana (Md) da integridade da membrana
citoplasmatica, da integridade do acrossoma e da presenca de potencial mitocondrial, obtidos pela
associacdo das sondas FITC-PSA, Pl e JC-1, apds descongelacdo e lavagem do sémen congelado de
quatro touros com o diluidor A (Tris e gema de ovo) e o diluidor B (Andromed®)

Diluidor A Diluidor B
Varidvel X+s Md X+s Md p®
Acrossoma integro (%) 36,245,2 71 40,7£19,6 81 0,625
Membrana integra (%) 25,0£22,8 51 20,2+20,4 36 0,625
Potencial mitocondrial (%) 24,2+29,4 45 20,0+24,3 41 0,625

Teste de Wilcoxon (P>0,05).

Durante a leitura dos espermatozoides avaliados
pelo HIPO, uma variedade de diferentes tipos de
caudas enroladas e dobradas foi observada. As
flexbes observadas em graus diferentes nos
filamentos do axonema da cauda podem ocorrer
conforme a quantidade de agua que penetra na
membrana (Siqueira et al., 2007).

A porcentagem de espermatozoides reativos ao
HIPO do sémen congelado com o diluidor A
(57%) foi superior ao grupo do diluidor B

(43,5%). Quando se compararam o0s valores
médios entre os diluidores, ndo se verificou
diferenca significativa (P>0,05), corroborando os
resultados obtidos por Gil et al. (2000).

Né&o se verificou diferenca significativa para a
taxa média de clivagem (P>0,05) (Tab. 3),
resultado esse que corrobora os obtidos por
Nabiev et al. (2003) para comparacdo desses dois
mesmos diluidores.

Tabela 3. Valores médios (x) e desvio-padrdo (s) da % de clivagem do sémen congelado de quatro touros
com o diluidor A (Tris e gema de ovo) e o diluidor B (Andromed® - lecitina de soja)

Diluidor (xxs)

Touro A B Total
A 63,67+7,20abA 71,33+7,87aA 67,50+8,23
B 75,00+£7,97aA 62,67+4,13aB 68,83+8,84
C 74,33+7,63aA 63,00+6,16aB 68,67+8,88
D 53,33+5,61bB 70,00+6,07aA 61,67+10,33
Total 66,58+11,26 66,75+7,05

*% de clivagem foi calculada pelo nimero de odcitos inseminados.

Coelho et al. (2000) obtiveram taxa média de
clivagem mais baixa, ao utilizarem sémen
diluido e congelado com diluidor Tris e gema de
ovo, quando comparada ao estudo presente
(54,50% e 66,58%, respectivamente). Os
diluidores A e B ndo interferiram na taxa de
clivagem, contrastando com outras pesquisas que
verificaram a influéncia do diluidor na taxa de
clivagem (Lonergan et al., 1993).

Na Tab. 4 estdo apresentados os valores médios e
0 desvio-padrdo da porcentagem de embrides
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produzidos in vitro (calculada a partir do nimero
de odcitos inseminados). Nao foi encontrada
diferenga estatistica (P>0,05) entre os diluidores
testados.

A taxa média de embrides bovinos que atingem o
estagio de blastocisto em meios tradicionais de
cultivo foi em torno de 35% (Brum et al., 2002),
corroborando  os  resultados do  presente
experimento.
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Tabela 4. Valores médios (x) e desvio-padrdo (s) da % de blastocistos do sémen congelado de quatro
touros com o diluidor A (Tris e gema de ovo) e o diluidor B (Andromed® - lecitina de soja)

Diluidor(xzs)

Touro A B Total
A 29,67+4,08bB 37,33%4,32abA 33,50+5,66
B 40,67+3,27aA 29,67+4,46bcB 35,1746,85
C 37,0045,33aA 26,33+4,08cB 31,67+7,18
D 27,00+3,03bB 39,33+8,55aA 33,17+8,88
Total 33,5846,75 33,1747,60

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey

(P>0,05).

A porcentagem média de embrides produzidos in
vitro (33,17%) foi superior ao resultado
apresentado por Bousseau et al. (1998) (17,0%)
quando se utilizou sémen congelado com
diluidor livre de proteina animal.

Nabiev et al. (2003) compararam 0 uso do
diluidor Andromed® com um diluidor a base de
Tris e gema de ovo e ndo observaram diferenca
estatistica no resultado da PIV, corroborando os
resultados obtidos no presente experimento.
Existem poucos trabalhos na literatura que
testaram sémen congelado com diluidor a base
de lecitina de soja na PIV.

Os ejaculados congelados com os diluidores
testados obtiveram taxas aceitaveis de clivagem e
embrides produzidos in vitro. Mesmo utilizando
um método eficiente de selecdo espermatica
in vitro, os processos de fecundacdo e
desenvolvimento embrionario ainda podem ser
afetados pelo diluidor do sémen empregado
(Anzar e Graham, 1995).

Na PIV, dois touros (B e C) mostraram melhores
taxas de clivagem e producdo de embrides
quando os ejaculados usados foram diluidos e
congelados com o diluidor A, e outros dois
touros (A e D) apresentaram melhores resultados
com o diluidor B, corroborando os resultados
obtidos por Lonergan et al. (1993), que
sugeriram uma possivel interacdo entre touro e
diluidor utilizado no processamento do sémen.
No entanto, outros estudos ainda devem ser
estabelecidos, avaliando-se os fatores individuais
com as taxas de clivagem e a producdo de
embrido, sendo utilizados diferentes diluidores.

No dia nove foi observada a eclosdo dos
embrides produzidos in vitro. A porcentagem de
eclosdo (calculada a partir do namero de
blastocistos obtidos no dia sete) é mostrada na
Tab. 5, porém ndo foi diferente (p>0,05) entre
diluidores e entre os touros.

Tabela 5. Valores médios (x) e desvio-padréo (s) da % de blastocistos eclodidos em relagdo ao nimero de
blastocistos no dia sete do sémen congelado de quatro touros com o diluidor A (Tris e gema de ovo) e o
diluidor B (Andromed® - lecitina de soja)

Diluidor (xs)

Touro A B Total
A 77,54+5,06 77,0145,52 77,27+5,06
B 77,92+5,54 75,19+2,19 76,55+4,26
C 75,92+4,07 77,54+4,12 76,73+3,99
D 73,24+7,82 77,29+2,31 75,26+5,89
Total 76,1545,72 76,76+3,66

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).

CONCLUSAO ovo, respeitando-se as variagbes individuais
relativas aos touros utilizados no presente
Pdde-se concluir que o diluidor & base de soja experimento.

pode substituir o composto pelo Tris e gema de
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